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Для сохранения генофонда промысло- 
вых, редких и исчезающих видов морских 
беспозвоночных, для изучения их репро- 
дуктивной биологии без сезонных и гео- 
графических ограничений необходимо со- 
здание современного криобанка половых 
продуктов, эмбрионов, личинок и клеток 
этих животных. Если замораживание спер- 
миев является рутинной процедурой для 
многих видов, то замораживание ооцитов 
и эмбрионов на сегодняшний день оста- 
ется проблематичным (Тегуй е! а|., 2005). 
Обычные криопротекторы, используе- 
мые при замораживании клеток млекопи- 
тающих, являются неэффективными для 
данных объектов. Возможно, это связа- 
но с тем, что морские беспозвоночные яв- 
ляются пойкилотермными животными, а 
их тепловая акклимация происходит в до- 
статочно широком диапазоне темпера- 
тур. Липидный состав их клеток регули- 
руется таким образом, что мембраны мо- 
гут поддерживать свою жидкокристалли- 
ческую структуру в оптимальном состоя- 
нии для функционирования при различных 
температурах морской воды, однако морс- 
кие беспозвоночные не способны быстро 
приспосабливать вязкость липидного мат- 
рикса мембран к резким изменениям тем- 
пературы (Зашша, Коз{е{5Ку, 2002). Особый 
жирнокислотный состав клеточных мемб- 
ран морских животных и растений, в кото- 
рых преобладают ненасыщенные жирные 
кислоты (Зашша ей а1., 2004), требует при- 
нципиально новых криопротекторов. 

Одним из основных факторов, ответс- 
твенных за повреждение клеток при хо- 
лодовом шоке, является нарушение це- 
лостности клеточных мембран и после- 
дующая генерация свободных радикалов 


(Науз е! а1., 1993). Ранее нами было пока- 
зано, что липидные экстракты некоторых 
морских гидробионтов с низкими темпера- 
турами фазовых переходов обладают эф- 
фективными криопротекторными свойс- 
твами (ОЧи\{5оуа е{ а1., 2001, Одпизоуа ©! 
а1., 2006). Возможно, это связано с тем, что 
жидкокристаллические липиды (в том чис- 
ле, и экзогенные липиды) способны вос- 
станавливать области разрушения или пре- 
пятствовать повреждению мембраны во 
время замораживания-оттаивания (\У/а{оп, 
1981). Введение в криопротекторную смесь 
липидных экстрактов из мидии Му из #о5- 
5шиз или зеленой водоросли Ца Депезииа, 
сахара трегалозы (известного мембранно- 
го стабилизатора) и биоантиоксидантов 
значительно увеличило жизнеспособность 
клеток морских беспозвоночных и их фун- 
кциональную активность. Известны рабо- 
ты, в которых для предотвращения окис- 
лительного стресса при замораживании 
эмбрионов и личинок в криопротектор- 
ные смеси вводили антиоксиданты: аскор- 
бат - при замораживании мышиных эмбри- 
онов (Гапе е{ а1., 2002), эхинохром - нафта- 
хиноидный пигмент из морских ежей при 
замораживании личинок устрицы и морс- 
ких ежей (Ма!епко, 1997). Однако, хотя ав- 
торами и отмечен некоторый положитель- 
ный эффект при введении антиоксидантов, 
только качественная оценка жизнеспособ- 
ности, подвижности и развития личинок 
при отсутствии количественных данных о 
доле выживших личинок после заморажи- 
вания-оттаивания не позволяет объектив- 
но оценивать результаты. Использование в 
наших экспериментах модельной системы 
клеток, а не целых эмбрионов и личинок, 
позволяет быстро (в течение суток) и ко- 
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Таблица 1 
Жизнеспособность эмбриональных клеток мидии МуН!$ {гозза!а$ и морского 
ежа Зтопгуосетто!я$ ииегте@!а$ после замораживания-оттаивания 
Объект еее. 
М. то5зшШи5 
Клетки трохофоры 
Без криопротекторов 2,6-0,6 4,2-0,2 93,2-2,8 
ДМСО (10%) 5,0+0,4* 34,517 60,5-1,8 
ДМСО (10%) + трегалоза (15 мг/мл) 5,0-0,4* 33,5=17 61,5=1,9 
ДМСО + трегалоза + а-токоферол 5,3+0,5* 32,5=1,9 62,2—1,8 
о Е 6,7+0,34** | 32,5+1,08 60,8+2.2 
ми М 15.150,38** | 24141.02 60,822 
ДМСО + трегалоза + МЛЭ + а-токоферол 19,8=0,4** 24,1+1,02 56,1+2,2 
ДМСО + трегалоза + МЛЭ + эхинохром 15,1=0,38** 2411,02 60,8=2,2 
_ о” + 2ТО- 19,8+0,4** | 24/1+1,02 56.1+2.2 
аи р о 378+0,45** | 24141,02 42,1+2.2 
5. пцегте их 
Клетки гаструлы 
Без криопротекторов 12,0-1,0 20,5=1,87 67,5,0+2,7 
ДМСО (10%) + трегалоза (15 мг/мл) 18,7—1,46* 26,6+1,83 54,/10-=2,3 
ДМСО + трегалоза + эхинохром 18,2+2,5* 25,6-1,83 56,2=2,3 
ДМСО + трегалоза + УЛЭ 26,5-1,66** 26,6-1,83 46,9,0-2,5 
ДМСО + трегалоза + МЛЭ 31,3=1,46** 24,6—1,83 44,2,0-=2,4 
ДМСО + трегалоза + МЛЭ + а-токоферол 31,3=1,46** 24,6-1,83 44,2,0-=2,4 
ДМСО + трегалоза + МЛЭ + эхинохром 37,6=0,95** 18,2102 442-22 
о пы ОО 376+0,95** | 18.21.02 44.2+2.2 
ЕО: и 31,3+2,6* | 24,6418 44.2.0=2.4 


Размороженные клетки культивировали 24 часа при 17° С. 
Жизнеспособность незамороженных клеток исходных первичных культур была 93-99%. *р<0.05; 
**р<0.01 по сравнению с контролем без криопротекторов 


личественно оценить эффект различных 
криопротекторов на целостность и фун- 
кциональную активность клеток по уров- 
ню синтеза РНК. В Таблице 1 представле- 
ны результаты определения жизнеспособ- 
ности клеток после замораживания-оттаи- 
вания в присутствии различных криопро- 
текторов. 

Наши данные показали, что использо- 
вание в качестве дополнительного крио- 
протектора общего липидного экстракта 
из тканей гидробионтов, содержащих боль- 
шое количество липидов с ненасыщенны- 
ми жирными кислотами, существенно уве- 
личивало выход жизнеспособных клеток 
как мидии, так и морских ежей после от- 


таивания. Антиоксиданты (о-токоферол, 
аскорбиновая кислота и эхинохром) были 
эффективны только при использовании их 
вместе с липидными экстрактами. В при- 
сутствии липидных экстрактов антиокси- 
данты показали ярко-выраженную специ- 
фичность: для эмбриональных клеток мор- 
ского ежа самым эффективным оказался 
эхинохром, а для клеток мидии - комплекс 
о-токоферола с аскорбиновой кислотой. 
Применение в качестве криопротекто- 
ров комбинации трех важнейших компо- 
нентов, таких как мембранные стабилиза- 
торы, экзогенные липиды и антиоксидан- 
ты, позволило значительно снизить поте- 
ри биологической активности клеток мор- 
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ских беспозвоночных после разморажива- 
ния за счет синергизма их действия. 


частичной поддержки Российского фон- 
да фундаментальных исследований (06-04- 
96039) и Президиума ДВО РАН (06-Ш-А- 
Эта работа была выполнена за счет 06-166). 

АВ5ТКАСТ 

Пеуеоршен: 0# сгуоргезегуайоп ше!о4@$ реги {0 гетоуе 0 5еазопа! апа георгарыс Нийайоп$ ш ш- 
уезНзаНоп$ оп 5еа апипа[5, Ве!рз фо езфа 58 сгуоБапК$ оЁ гаге апа @барреагте зресе5. Ты ууогК еа5 
УВ апа1у$15 ОГ Кпоуп сгуоргоесюг$ ап@ Ше 5еагсВ Гог пеуу зиб$апсез у рофепйа| сгуоргоесйуе ргор- 
егНе5 Гог шагте шуемеюгабез. Ууе зш@е4 а сошбтеа еЁЙесЕ оЁ Фе сгуоргофеса5 Бо оЁ сагБопуйгайе 
апа Пра опот аё Фе ргебепсе ОМ$О оп сей уа Ну апа Фе ВМА буптез5 оЁ го7еп-@ауу етЮгуотс 
шоНи5с ап@ есбтодеги сеЙ5. Сгуоргоесйуе ргорегйе$ оЁ ехогепои При5 согге!а{е@ уу Фей: егто- 
горе Бепау!ог апд дерепдеа оЁ Бо тетЬгапе 54а Ш2ег5 апа Моапбох ап. ТВезе тео@$ ууош@ Бе 
а изейи 1001 т се {есвпо]оэу оЁ тагше БоасНуе татета[5. 
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ДЕЯТЕЛЬНОСТЬ КАСПИЙСКОГО КРИОБАНКА 


АННОТАЦИЯ 


Астраханский государственный университет в рамках лаборатории биотехнологий ведет работу ис- 
следования, нацеленную на сохранение генома редких и исчезающих видов животных и растений 
Волго-Каспийского бассейна. Главная цель проекта - создание и реализация эффективной работы 
международного Каспийского криобанка фактическое восстановление биологического биоресур- 
сов Каспийского бассейна, что будет способствовать реальному научно-практическому вкладу в раз- 
витие отраслей хозяйства прикаспийских государств. Исследования ведутся при поддержке Гранта 
Президента Российской Федерации и программы СТАРТ 06. 


АММОТАТОМ 

АзйгаКВап 5е Ошуег$Ну уНш Ше Шийб оЁ Фе 1абогатогу оЁ Боесвпо!ор1ез 15 туойуе@ т гезеагсВ 
уотК айпе@ а ргезегуаНоп оЁ Ше 2епе роо/! 0 гаге апа Шгезжепед 5ресте$ оЁ Я5В (5игреоп апа зайтоп), 
рапб апа апипа оЁ Фе Уого-Сазр!ап Баз. ТВе шаш ригрозе оЁ Ше ргозесе 15 Ше сгеайоп ап геа|- 
паНоп оЁ еЙесйуе ууогК оЁ Фе ицегпайопа! Сазр!ап сгуофапК, аса| гесоуегу оЁ Моозтса| гезоиг5е$ оЁ 
Фе Сазр!ап гезтоп ш а репейс апа зресез Фуегойу, ууШсВ ууШ шаКе а ри саш з4епИйс, ргасйса! апд 
есопописа! сопоибоп но Фе деуеортепе оЁ Фе шаиз6лез оЁ Ше Сабр!ап Зеа соипблез. ТВе гезеагсВ 
уотК 15 бропбоге@ Бу Ше огапЕ оЁ Фе Ргез4епЕ оЁ Ше Виззап ЕедегаНоп айпе@ 10 5пррог{ уоци? Визап 
5сепй$6 ап@ Пе еадтро зс1епййс 5сВоо5 оЁ Фе Кизап Еедегайоп ап оЁ Ше ргоргашт 5ТАВТ 06. 


Тенотипический принцип в качестве 
самостоятельного способа предполагает 
обеспечение длительного хранения гено- 
типов -— создание генетических банков ред- 
ких и исчезающих видов. Это особенно не- 
обходимо там, где исчерпаны резервы со- 
хранения естественных популяций вида, а 
также там, где неконтролируемая интро- 


дукция и гибридизация ведут к утрате чис- 
тых природных популяций, к утрате гено- 
фонда [1-5]. 

Лаборатория биотехнологий Астрахан- 
ского государственного университета ве- 
дет научно-исследовательскую работу по 
сохранению генофонда редких и исчезаю- 
щих биообъектов Волго-Каспийского бас- 
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